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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

@ Miniaturisiertes PCR-System zur Genanalyse 

(57) Um DNA-Amplifizierungen mittels der Polymerase-Ket- 
tenreaktion (PCR) sowie nachfolgende Analyseschritte in 
wenigen Minuten durchzufuhren, wird eine mikrosystem- 
technische Vorrlchtung angegeben, welche einen ersten 
Wafer und einen mit dem ersten Wafer sandwichartig ver- 
bundenen zweiten Wafer und eine Reaktionskammer zwi- 
schen den Wafern aufweist, deren Volumen geringer als 1 
pi betragen kann. Des weiteren sind mindestens ein in die 
Reaktionskammer mundender, eintragender Kanal und 
ein von der Reaktionskammer abgehender, austragender 
Kanal sowie eine Heizvorrichtung zum Aufheizen und 
eine Kuhlvorrichtung zum Abkuhlen der Reaktionskam- 
mer vorgesehen. Kurze PCR-Zyklenzeiten im Bereich von 
wenigen Minuten werden erfindungsgemalS dadurch er- 
moglicht, dafS der erste und/oder der zweite Wafer im Be- 
reich der Reaktionskammer eine Aussparung auf seiner 
AufSenseite aufweist. Des weiteren wird zur schnelleren 
Durchfiihrung von vorbereitenden Schritten zur Analyse 
[ ampliflzierter DNA-Molekule eine mikrosystemtechnische 
Vorrichtung mit zwei sandwichartig verbundenen ersten 
und zweiten Wafern und mit einer PCR-Reaktionskammer 
zur DNA-Amplifizierung zwischen den Wafern angege- 
ben, welche erfindungsgemafS eine mit der Reaktions- 
kammer verbundene Reinigungskammer zwischen den 
beiden Wafern zur Aufreinigung der amplifizierten DNA- 
Molekule aufweist. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft eine mikxosystemtechnische Vor- 
richtung zur DNA-Amplifizierung mit Hilfe der Polyme- 
rase-Kettenreaktion (PGR), mit einem ersten Wafer und ei- 5 
nem mit dem ersten Wafer sandwichartig verbundenen 
zweiten Wafer, einer Reaktionskammer zwischen den Wa- 
fern, mindestens einem in die Reaktionskammer miinden- 
den, eintragenden Kanal und einem von der Reaktionskam- 
mer abgehenden, austragenden Kanal, und einer Heizvor- 10 
richtung zum Aufheizen und einer Kiihlvorrichtung zum 
Abkiihlen der Reaktionskammer. 

Derartige Vorrichtungen zur Vervielfaltigung eines spezi- 
fischen DNA-Abschnitts zwischen zwei definierten Nukleo- 
tid-Paaren eines Gens mit Hilfe der Polymerase-Kettenreak- 15 
lion (polymerase chain reaction, PGR) sind bekannt. Die 
PGR wird seit Mitte der 80er Jahre zunehmend eingesetzt 
bei der Erkennung von genetisch bedingten Krankheiten, zu 
Forschungszwecken oder zur Identifizierung von Mikroor- 
ganismen. Hierzu wird bekanntermaBen die in wassriger L6- 20 
sung vorliegende Ausgangs-DNA mit dem zu vervielfalti- 
genden DNA-Abschnitt in eine Reaktionskammer einge- 
bracht. Durch Erhitzen der Probenlosung in der Reaktions- 
kammer auf ca. 95°G spaltet sich die doppelstrangige DNA- 
Helix in zwei Einzelstrange auf. Nach diesem sog. Denatu- 25 
rieren kann an einem Ende des zu amplifizierenden DNA- 
Abschnitts des einen Einzelstrangs ein kiinstlich syntheti- 
siertes und der wassrigen Losung in hinreichender Menge 
zugesetztes, spezifisches DNA-Stiick geringer Basenanzahl 
(sog. Primer) binden. An dem anderen Ende des zu amplifi- 30 
zierenden DNA-Abschnitts des komplementaren Einzel- 
strangs bindet ein anderer spezifischer Primer. Der Ort der 
Bindung der beiden Primer begrenzt den zu amplifizieren- 
den DNA-Abschnitt. Diese sog. Hybridisierung lauft opti- 
mal bei Temperaturen von ungefahr 45°G ab, d. h., daB das 35 
Probenvolumen nach Auftrennen des DNA-Stoppelstranges 
abkuhlen muB. An den nun vorliegenden beiden Einzel- 
strangen mit ihren jeweiligen gebundenen Primem werden 
mit Hilfe eines anfanglich zugesetzten, hitzestabilen En- 
zyms, der sog. Taq-Polymerase, nacheinander - beginnend 40 
bei den einander zugewandten Primer-Enden - gleichfalls 
zu Beginn zugegebene Nukleotide angefiigt. Dieser als Syn- 
these bezeichnete Vorgang lauft am schnellsten bei etwa 
72°G ab, weshalb das Probenvolumen in der Reaktionskam- 
mer nach der Hybridisierung der Primer wieder erwarmt 45 
werden muB. Am Ende dieses Zyklus' erhalt man somit zwei 
doppelstrangige DNA-Molekiile, welche beide den zu ver- 
vielfaltigenden DNA-Abschnitt aufsveisen. Wird der aus 
Denaturieren, Hybridisieren und Synthetisieren bestehende 
und den DNA-Abschnitt jeweils verdoppelnde Zyklus 50 
mehmials hintereinander ausgefuhrt, erhalt man bei einer 
standardmaBigen Zyklauszahl von 30 eine annahemd milli- 
ardenfache Kopienzahl des zu amplifizierenden DNA-Ab- 
schnitts. Diese reicht aus, um anschlieBend bekannte Analy- 
severfahren anwenden zu konnen. Wahrend einige dieser 55 
Analysereaktionen in wenigen Minuten ablaufen und ausge- 
wertet werden konnen, dauert die in den meisten bekannten 
Vorrichtungen durchgefiihrte PGR einige Stunden und limi- 
tiert zeitlich den Durchsatz durch die Vorrichtungen. 

Aufgrund der Vielseitigkeit der PGR - zu nennen sind 60 
hier insbesondere die Multiplex- PGR und insbesondere das 
sog. Fingerprinting- Verfahren - sind in letzter Zeit Versuche 
bekannt geworden, mit Hilfe mikrosystemtechnischer Vor- 
richtungen die Zykluszeiten auf wenige Minuten zu reduzie- 
ren, um hierdurch schnelle Gen-Analysen, beispielsweise 65 
wahrend Operationen, zu ermoglichen. Besonderes Augen- 
merk gilt bekanntermaBen mikrosystemtechnischen Vor- 
richtungen und hierbei insbesondere der Reduzierung des 
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Probenkammervolumens, da dann die Aufheiz- und Ab- 
kiihlzeiten der Probenlosung nur noch wenige Sekunden be- 
tragen miissen. Dies ist ausreichend, damit die drei verschie- 
denen Reaktionen innerhalb eines PGR-Zyklus' ablaufen. So 
ist beispielsweise eine Vorrichtung bekannt, bei der zwei 
Wafer iibereinander angeordnet sind, zwischen denen eine 
Reaktionskammer durch eine Aussparung auf der Innenseite 
eines aus einem Halbleitennaterial bestehenden Wafers aus- 
gebildet ist. Der andere, die Aussparung abdeckende Wafer 
umfaBt bei dieser bekannten Vorrichtung einen Heizele- 
ment. 

Nachteilig bei dieser bekannten Vorrichtung sind insbe- 
sondere deren verhaltnsimaBig ungunstigen thermischen Ei- 
genschaften. Da namlich zur Reduzierung der Zyklenzeiten 
das Volumen der Reaktionskammer moglichst klein gewahlt 
ist, ist die Tiefe der Aussparung im Vergleich zu der iibli- 
cherweise standardisierten Gesamtdicke des Wafers verhalt- 
nismaBig gering. Dies wiederum bedeutet, daB fiber die 
raumgreifenden Umgebungsabschnitte der Reaktionskam- 
mer Warme abflieBt, welche nicht zur Erwarmung/Abkuh- 
lung der Probenlosung zur Verfugung steht. Die verhaltnis- 
maBig groBe thermische Masse der Umgebungsabschnitte 
der Reaktionskammer resultiert somit in ungunstig langen 
Aufheiz- und Abkuhlzeiten des Probenvolumens. 

Weiterhin ist bei dieser bekannten Vorrichtung nachteilig, 
daB die anschlieBende Analyse der amplifizierten DNA 
nicht in alien Fallen sofort durchgefuhrt werden kann, da je 
nach Analyseverfahren die in der Reaktionskammer ampli- 
fizierte DNA gegebenenfalls von den restlichen Substanzen 
(u. a. Puffer, uberschussigen Primer und Nukleotide, Taq- 
Polymerase, Aktivatoren) getrennt werden muB. Beispiels- 
weise erfordert die bekannte Matrix-unterstutzte Hugzeit- 
massenspektrometrie (M ALDI-TOF-MS : matrix assisted la- 
ser desorption time of flight mass spectrometry) eine relativ 
hoch konzentrierte DNA-Losung. Der Zwischenschritt der 
Aufreinigung ist wegen des Transportes der DNA-Molekule 
von der Reaktionskammer zur Reinigungsvorrichtung je- 
doch relativ schwierig durchzufuhren. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, die mi- 
krosystemtechnische Vorrichtung der eingangs genannten 
Art derart weiterzubilden, daB auf einfache Weise der Zeit- 
raum vom Beginn einer PGR bis zur DNA- Analyse redu- 
ziert werden kann. 

Diese Aufgabe wird bei der mikrosystemtechnischen Vor- 
richtung der eingangs genannten Art erfindungsgemaB da- 
durch gelost, daB der erste und/oder der zweite Wafer im Be- 
reich der Reaktionskammer eine Aussparung auf seiner Au- 
Benseite aufweist. 

Desweiteren wird die Erfindung bei der mikrosystemtech- 
nischen Vorrichtung der eingangs genannten Art gelost 
durch eine Reinigungskammer zwischen den beiden Wafem 
zur Aufreinigung der amplifizierten DNA-Molekule, minde- 
stens einen in die Reinigungskammer mundenden, eintra- 
genden Kanal, der mit einem austragenden Kanal der Reak- 
tionskammer verbunden ist, und mindestens einen von der 
Reinigungskanomer abgehenden, austragenden Kanal. 

Die Vorteile der erfindungsgemaBen Reaktionskanmier 
liegen insbesondere darin, daB einer oder beide Wafer eine 
Aussparung auf der AuBenseite aufweisen, die im Bereich 
der Reaktionskammer angeordnet ist. Die Tiefe der Ausspa- 
rung auf der AuBenseite des oder der Wafer bestimmt die 
Waferdicke zwischen der Reaktionskammer und der auBe- 
ren Aussparung. Bei einer erwunschtermaBen kleinvolumi- 
gen und dementsprechend flachen Reaktionskammer kann 
die Aussparung auf der WaferauBenseite derart tief ausge- 
bildet sein, daB der bzw. die Wafer im Bereich der Reakti- 
onskammer eine sehr geringe Dicke aufweisen. Hierdurch 
wird die thermische Masse dieser Waferabschnitte sehr 
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klein, da nur iiber schmale Raumbriicken Kontakt mit den 
entfernteren Waferabschnitten besteht und somit wahrend 
der Aufheiz- und Abkiihlphasen nur geringfugig Wamie an 
diese abgeleitet wird. Die Warmekapazitat der der Reakti- 
onskanmer benachbarten Waferabschnitte wird somit erfin- 5 
dungsgemaB reduziert und es resultieren schnellere Tempe- 
raturanstiege sowie -abfalfe in der Reaktionskammer, wenn 
die Reaktionskammer aufgeheizt oder abgekiihlt wird. Hier- 
durch lassen sich PCR-Zykluszeiten von weniger als fiinf 
Sekunden bei einem Kammervolumen von ungefahr 1 pi to 
realisieren, so dal3 eine PGR mit 30 Zyklen in weniger als 
drei Minuten durchgeflihrt werden kann. 

Die Vorteile der zusammen mit der Reaktionskammer 
zwischen zwei Wafem integrierten Reinigungskammer sind 
insbesondere darin zu sehen, daB die amplifizierten DNA- 15 
Molekiile direkt im AnschluB an die PGR iiber einen Verbin- 
dungskanal zur Reinigungskammer geleitet werden kann, in 
welcher die amplifizierte DNA aufgereinigt wird. Am Aus- 
gang der Reinigungskammer wird somit aufgereinigte DNA 
erhalten, die lediglich noch in einer Analysevorrichtung ein- 20 
gebracht werden muB. Insbesondere bei der Multiplex-PGR, 
bei der gleichzeitig verschiedene Primerpaare zur Amplifi- 
zierung verschiedener DNA-Abschnitte der Reaktionslo- 
sung zugegeben werden, beschleunigt die erfindungsge- 
maBe Integration von Reaktionskammer und Reinigungs- 25 
kammer zwischen zwei Wafem die massenspektometrische 
Analyse mit bspw. dem MALDI-Verfahren, die - im Gegen- 
satz zu einer Gelelektrophorese - den Vorteil besitzt, daB 
DNA-Fragmente sehr unterschiedlicher GroBe gleichzeitig 
bestimmbar sind. 30 

Zur Herstellung der erfindungsgemaBen Vorrichtung sind 
herkommliche naB- und trockenchemische Atzverfahren so- 
wie bekannte photolithographische Methoden einsetzbar. 
Desweiteren besteht die vorteilhafte Moglichkeit, das sog. 
Batchverfahren anzuwenden, bei dem die Strukturen des er- 35 
sten und des zweiten Wafers jeweils gleichzeitig in hoher 
Anzahl auf groBen Waferscheiben hergestellt werden kon- 
nen. Die anschlieBend aneinandergefugten groBen Wafer- 
scheiben brauchen dann nur noch geringfugig bearbeitet zu 
werden, um zahlreiche erfindungsgemaBe Vorrichtungen zu 40 
erhalten. 

Besonders bevorzugt ist der Hohlraum der erfindungsge- 
maBen Reaktionskammer durch innenseitige Aussparungen 
in dem ersten und/oder zweiten Wafer gebildet. In ahnlicher 
Weise sind innenseitige Aussparungen in dem ersten und/ 45 
oder zweiten Wafer zur Bildung von zur Reaktionskammer 
hinfuhrenden und ggf. von der Reaktionskammer fortfuh- 
renden Kanalen vorgesehen. 

Um eine moglichst gleichmaBige Erwarmung bzw. Ab- 
kiihlung des Probenvolumens in der Reaktionskammer zu 50 
erhalten, erstreckt sich in einer besonders bevorzugten Aus- 
fiihrungsform die auBere Aussparung im wesentlichen iiber 
die gesamte zur AuBenseite projizierte Rache der Reakti- 
onskammer. 

Besonders bevorzugt weist die Reaktionskammer eine im 55 
wesentlichen langliche Form auf, um ein Vermischen der 
PGR-Produkte beim Herausspiilen mit einer Spiillosung, 
wie beispielsweise Wasser, zu vermeiden. Die PGR-Pro- 
dukte werden hierbei von der nachflieBenden Spiillosung 
aus der Reaktionskammer gepreBt und liegen demnach an 60 
deren Ausgang im wesentlichen in unverdiinnter Form vor. 

Bevorzugt umfaBt die zur Aufheizung des Probenvolu- 
mens benotigte Heizvorrichtung mindestens einen elek- 
trisch isolierten Heizleiter in der Reaktionskammer. Bei- 
spielsweise ist der Heizleiter iiber die gesamte zur AuBen- 65 
seite projizierten Hache der Reaktionskammer in Form ei- 
nes Maanders angeordnet, um die Losung in der Reaktions- 
kammer moglichst gleichmaBig und schnell zu erwarmen. 
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Bei dieser Ausfiihrungsform befindet sich die zu erwar- 
mende Losung vorteilhafterweise - im Vergleich zu einer 
auf der WaferauBenseite angeordneten Heizvorrichtung - in 
unmittelbarer Nahe des Heizleiters. Hierdurch wird eine 
zeitaufwendige indirekte Erwarmung der Probenlosung auf- 
grund einer zuvor notwendigen Erwarmung des Wafers ver- 
mieden. 

Wenn der dem Heizleiter benachbarte Wafer aus einem 
Halbleitermaterial hergestellt ist, ist der Heizleiter zur Ver- 
meidung von Kurzschliissen bevorzugt in eine elektrisch 
isolierenden Schicht in der Reaktionskammer eingebettet, 
um auf diese Weise den Heizleiter gegen das Halbleiterma- 
terial und die leitfahige PGR-Losung zu isolieren. Zur Rea- 
lisierung kann auf bekannte Mikrostrukturverfahren zuriick- 
gegriffen werden. 

Eine schnelle Abkiihlung der Probenlosung in der Reakti- 
onskammer kann erzielt werden, wenn die Kiihlvorrichtung 
mindestens eine Diise umfaBt, welche auf die auBere Wafer- 
oberflache im Bereich der Aussparung gerichtet ist, um iiber 
Konvektion Warme abzutransportieren. Vorteilhafterweise 
ist eine Diise auf den dem Heizleiter benachbarten Waferab- 
schnitt gerichtet, damit nach Unterbrechen des Heizstroms 
die Restwarme des Heizleiters schnell abgefiihrt werden 
kann. 

In einer bevorzugten Weiterbildung der Erfindung sind 
Kiililrippen in der bzw. den Aussparungen auf den Waferau- 
Benseiten angeordnet, welche eine verhaltnismaBig groBe 
Rache zur Unterstiitzung der Konvektionskiihlung aufwei- 
sen. 

Besonders bevorzugt sind stromaufwarts der Reaktions- 
kammer mehrere Kanale zwischen den beiden Wafem ange- 
ordnet, die der Zufiihmng von DNA-Losungen, Reaktions- 
losungen und/oder Spiillosungen dienen. Hierdurch konnen 
die Konzentrationen sowie die zeitliche Abfolge der Zufuhr 
der einzelnen Losungen eingestellt werden. 

Vorteilhafterweise werden die von mindestens zwei Ka- 
nalen zugefiihrten Reaktionslosungen vor Eintritt in die Re- 
aktionskanmier durch eine Mischvorrichtung geleitet, damit 
die Reaktion der Molekiile der verschiedenen Riissigkeiten 
in der Reaktionskammer beschleunigt wird. 

Besonders bevorzugt sind pneumatisch betriebene Ventile 
und/oder Pumpen in der Anordnung der beiden Wafer inte- 
griert, die zur DurchlaBregulierung der Kanale dienen. Die 
Integration der vorzugs weise einzeln ansteuerbaren Ventile 
in die Waferanordnung tragi bei gleichzeitig einfacher 
Handhabbarkeit zur Miniaturisiemng der erfindungsgema- 
Ben Vorrichtung bei. 

Eine besonders bevorzugte Ausfiihrungsform sieht vor, 
daB die inneren Oberflachen der Reaktionskammer sowie 
ggf. der Kanale zur Vermeidung von Wechselwirkungen mit 
in den Losungen suspendierten Molekiilen chemisch inerti- 
siert sind. Auf diese Weise wird gewahrleistet, daB die PGR 
nicht durch Reaktionen an den inneren Oberflachen der Re- 
aktionskammer gestort wird. Beispielsweise sind die 
Kammeroberflachen mit an sich bekannten Beschichtungen 
- beispielsweise organischen Molekiilen - versehen. 

Der Hohlraum der erfindungsgemaB gemeinsam mit der 
Reaktionskammer zwischen zwei Wafem integrierten Reini- 
gungskammer ist bevorzugt durch innenseitige Ausspamn- 
gen in dem ersten und/oder zweiten Wafer gebildet. In ahn- 
licher Weise sind innenseitige Ausspamngen in dem ersten 
und/oder zweiten Wafer zur Bildung von zur Reinigungs- 
kammer hinfiihrenden und ggf. von der Reinigungskammer 
fortfiihrenden Kanalen vorgesehen. 

Die in der Reaktionskammer amplifizierten DNA-Mole- 
kiile sind nach Transport zur Reinigungskammer mittels ei- 
ner an sich bekannten Separationstechnik aufreinigbar. Es 
bietet sich z. B. an, an die bei der PGR eingesetzten Primer- 
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Molekiile vorweg jeweils ein Biotin- oder Avidin-Molekiil 
anzulagern, so daB am Ende der PGR jedes amplifizierte 
DNA-Molekiil eine Biotin- bzw. Avidin-Gruppe aufweist. 
Bei Einsatz dieses Verfahrens weist die erfindungsgemaBe 
Vorrichtung vorzugsweise einen stxomaufwarts der Reini- 5 
gungskammer angeordneten Kanal zur Zufiihrung einer 
Suspension magnetischer Partikel auf, an welche jeweils 
mindestens eine Streptavidin-Gruppe angelagert ist. In der 
Reinigungskammer konnen dann die Streptavidin-Gruppen 
der magnetischen Partikel an die Biotin- oder Avidin-Grup- 10 
pen der Primersequenzen der DNA-Molekiile unter Bildung 
eines verhaltnismaBig groBen, magnetischen Komplexes 
binden. 

Zur Separation von den iibrigen, wahrend der PGR beno- 
tigten Molekiilen ist mindestens ein Magnet im Bereich der 15 
Reinigungskammer vorgesehen, welcher die magnetischen 
Komplexe aufgrund magnetischer Anziehung in der Reini- 
gungskammer immobilisiert, wahrend die iibrigen Molekiile 
mit der Losung aus der Reinigungskammer ausgetragen 
werden. 20 

In einer altemativen Ausfiihrungsform zur Abtrennung 
bzw. Aufreinigung der amplifizierten DNA-Molekiile sind 
die Oberflachen der Reinigungskammer mit Streptavidin- 
Gruppen belegt, an welche die Biotin- oder Avidin-Gruppen 
der Primersequenzen der amplifizierten DNA-Molekiile 25 
binden. In diesem Fall werden die DNA-Molekiile von den 
iibrigen Molekiilen in der Losung auf rein chemischem 
Wege - ohne Verwendung von extern angelegten auBeren 
Feldem - getrennt. 

Um die an den Streptavidin-Gruppen der magnetischen 30 
Partikel bzw. den Oberflachen der Reinigungskammer an- 
haftenden DNA-Molekiile abzutrennen, ist stromaufwarts 
der Reinigungskammer ein Kanal zur Zufiihrung einer Elu- 
tionslosung- bzw. -puffer vorgesehen, in der sich die immo- 
bilisierten DNA-Molekiile - ggf. nach Abschaltung des ma- 35 
gnetischen Feldes - losen, um anschlieBend aus der Reini- 
gungskammer ausgetragen zu werden. 

Besonders bevorzugt weist eine Ausfiihrungsform der er- 
findungsgemaBen Vorrichtung eine Heizvorrichtung in der 
Reinigungskammer auf, welche vorteilhafterweise im we- 40 
sentlichen denselben Aufbau wie die oben beschriebene 
Heizvorrichtung der Reaktionskammer besitzt. Die Heiz- 
vorrichtung sorgt fur eine optimale Temperatur in der Reini- 
gungskammer, bei welcher die magnetischen Partikel mit 
erhohter Reaktionsgeschewindigkeit bevorzugt an den 45 
DNA-Molekiilen binden und gleichzeitig die Zahl unspezi- 
fischer Bindungen reduziert wird. Auch kann eine Kiihlvor- 
richtung im Bereich der Reinigungskammer vorgesehen 
sein, welche im wesentlichen der oben beschriebenen Kiihl- 
vorrichtung fiir die Reaktionskammer entspricht. Zur 50 
DurchlaBregulierung der Kanale bietet es sich weiterhin an, 
pneumatisch betriebene Ventile und/oder Pumpen zur Zu- 
fiihrung bzw. Ableitung von Losungen zur bzw. aus der Rei- 
nigungskammer zu verwenden. 

Vorteilhafterweise weist der erste und/oder der zweite 55 
Wafer im Bereich der Reinigungskammer eine Aussparung 
auf seiner AuBenseite auf, da hierdurch - wie im Falle der 
Aussparung(en) im Bereich der Reaktionskammer - eine 
schnelle Rufheizung der Probenlosung in der Reinigungs- 
kammer begiinstigt wird. Die Aussparung im Bereich der 60 
Reinigungskammer reduziert hierbei ebenfalls den Warme- 
abfluB in entferntere Waferabschnitte. 

Besonders bevorzugt ist eine piezoelektrische Pumpe in 
einem austragenden Kanal der Reinigungskammer angeord- 
net, mit welcher genau definierte Tropfen der in der Eluti- 65 
onslosung gelosten amplifizierten DNA-Molekiile in kon- 
zentrierter Form auf eine verhaltnismaBig kleine Flache auf- 
tragbar sind. Dies ist besonders bei einer Analyse der ampli- 
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fizierten DNA - ggf. mit den an den DNA-Molekiilen noch 
gebundenen magnetischen Partikeln - mittels des MALDI- 
Verfahrens vorteilhaft, da hierfiir eine kleine, moglichst 
gleichmaBig mit zu analysierenden Probenmolekiilen be- 
deckte Schicht vorteilhaft ist. Demnach kann mit Hilfe der 
piezoelektrischen Pumpe das zur Massenspektrometrie be- 
notigte Probenvolumen und damit ggf. die Menge an beno- 
tigter Ausgangs-DNA bzw. die Anzahl der durchzufuhren- 
den PGR-Zyklen reduziert werden. 

Laufen zwei Kanale zusammen, welche nacheinander 
verschiedene Losungen in einen gemeinsamen Kanal leiten, 
ist es wiinschenswert, daB moglichst geringe Totvolumina in 
den Kanalarmen entstehen, welche zu Kontaminationen auf- 
grund von beispielsweise Ablagerungen fiihren konnten. 
Insbesondere soil eine in dieser Hinsicht kritische Fliissig- 
keit, welche iiber einen ersten Kanal zugefiihrt wird, elfektiv 
von einer anschlieBend iiber einen zweiten Kanal zugefiihr- 
ten Spiillosung moglichst vollstandig mitgenommen wer- 
den, ohne daB Telle der kritischen Fliissigkeit im Kanalsy- 
stem zuriickbleiben. Zu diesem Zweck wird eine mikrosy- 
stemtechnische Vorrichtung mit einem ersten Wafer und ei- 
nem mit dem ersten Wafer sandwichartig verbundenen 
zweiten Wafer, sowie mit innenseitigen Aussparungen in 
dem ersten und/oder zweiten Wafer zur Bildung von Kana- 
len zwischen den beiden Wafem vorgeschlagen. Erfindungs- 
gemaB ist mindestens ein Ventil im Bereich des Zusammen- 
laufs eines ersten Kanals und eines zweiten Kanals zu einem 
dritten Kanal vorgesehen. Das Ventil enthalt eine als flexible 
Schicht des ersten oder zweiten Wafers ausgebildete Mem- 
bran, die einen flexiblen Umfangsabschnitt der Wandung 
des ersten Kanals bildet, wobei sich der flexible Umfangsab- 
schnitt in SchlieBstellung des Ventils gegen einen gegen- 
iiberliegenden festen Umfangsabschnitt der Wandung des 
ersten Kanals anlegt und sich in Offenstellung des Ventils 
von dem festen Umfangsabschnitt abhebt. 

Wird Fliissigkeit durch den ersten Kanal zum ofifenen 
Ventil geleitet, stromt diese zwischen der einen flexiblen 
Umfangsabschnitt des ersten Kanals bildenden Membran 
und dem festen Umfangsabschnitt in den dritten Kanal und 
damit auch in den zweiten Kanal, der in unmittelbarer Nahe 
zum Ventil in den dritten Kanal miindet. Bei SchlieBen des 
Ventils legt sich die flexible Membran dichtend an den fe- 
sten Umfangsabschnitt des ersten Kanals an und unterbindet 
den Flussigkeitsstrom. Wird nach SchlieBen des Ventils 
Spiillosung iiber den zweiten Kanal zugefiihrt, nimmt die 
Spiillosung Fliissigkeit in den dritten Kanal mit, welche zu- 
vor bei offenem Ventil in den zweiten Kanal gestromt ist 
bzw. sich noch im Bereich des nun geschlossenen Ventils 
aufhalt. Mittels dieser Anordnung entstehen wahrend des 
Spiilvorgangs keine toten Arme fiir die Riissigkeit und es 
wird auf einfache Weise ein Ablagem von kritischen Riis- 
sigkeitsbestandteilen vemiieden. 

Besonders bevorzugt weist der feste Umfangsabschnitt 
eine Erhebung des ersten oder zweiten Wafers zwischen den 
Aussparungen fiir den ersten Kanal einerseits und fiir den 
zweiten und dritten Kanal andererseits auf, an welcher die 
Membran in SchlieBstellung des Ventils dichtend zur An- 
lage kommt. Eine solche Erhebung kann in einfacher Weise 
durch Aufbringen entsprechender Masken wahrend der Atz- 
prozeBschritte erh alien werden. 

Vorteilhafterweise ist ein Druckraum auf der kanalabge- 
wandten Seite der Membran vorgesehen. Wird der Druck- 
raum mit positivem Druck beaufschlagt, legt sich die Mem- 
bran an den festen Umfangsabschnitt. Wenn hingegen ein 
Unterdruck im Druckraum erzeugt wird, hebt sich die Mem- 
bran vom festen Umfangsabschnitt ab und gibt den RuB 
vom ersten Kanal in den dritten und auch in den zweiten Ka- 
nal frei. 
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Bevorzugt deckt eine Deckfolie den Druckraum auf der 
der Membran gegeniiberliegenden Seite ab. Die Deckfolie 
weist vorteilhafterweise eine Offnung zum AnschluB einer 
Saug- und/oder Druckpumpe auf. Altemativ ist der Druck- 
raum mit einer durchgehenden elastischen Folie abgedeckt 
und kann mittels eines extemen - beispielsweise mechani- 
schem - DruckstoBes auf die elastische Folie mit Druck be- 
aufschlagt werden. 

Vorteilhafte Weiterbildungen der Erfindung sind durch 
die Merkmale der Unteranspriiche gekennzeichnet. 

Im folgenden wird eine Ausfiihrungsform der Erfindung 
anhand der Zeichnungen naher erlautert. Es zeigen: 

Fig, 1 eine schematische Darstellung einer mikrosystem- 
technischen Vorrichtung mit einer Reaktionskammer und ei- 
ner Reinigungskammer sowie verschiedenen Kanalen; 

Fig. 2 eine Aufsicht auf eine Ausfiihrungsform der Vor- 
richtung gemaB dem Schema der Fig, 1 mit erweitertem Ka- 
nalsystem; 

Fig. 3 einen Querschnitt entlang der Linie A-A durch die 
Waferanordnung der Fig, 2; 

Fig, 4 eine vergroBerte Darstellung des Ventils der Fig, 3 

in SchlieBstellung; 

Fig. 5 eine vergroBerte Darstellung des Ventils der Fig. 3 
in Offenstellung; 

Fig. 6 ein Ventil im Bereich zweier zulaufender Kanale 
und eines ablaufenden Kanals in SchlieBstellung; und 

Fig. 7 das Ventil gemaB der Fig. 6 in Offenstellung. 

In Fig. 1 ist schematisch eine mikrosystemtechnische 
Vorrichtung 1 mit einer Reaktionskammer 6 zur Durchfuh- 
rung einer PGR und einer Reinigungskammer 8 zur Aufrei- 
nigung der wahrend der PGR amplifizierten DNA-Molekii- 
len dargestellt. Wie aus Fig, 3 hervorgeht, sind die beiden 
Kammem 6, 8 zwischen einem ersten Wafer 2 und einem 
zweiten Wafer 4 angordnet, die mittels bekannter Klebe- 
oder SchweiBverfahren, wie z. B. dem sog. Waferbonding, 
flachig miteinander verbunden sind. Die beiden Wafer 2, 4 
sind aus einem Halbleitermaterial wie beispielsweise Sili- 
zium gefertigt. Alternativ konnen z. B. auch Glas oder Poly- 
mererkunststoffe oder sonstige geeignete Kunststoffe ver- 
wendet werden. 

Wie weiterhin der Fig, 1 zu entnehmen ist, fiihrt ein ein- 
tragender Kanal 40 zur Reaktionskammer 6. Stromaufwarts 
miinden zwei weitere Kanale 46, 49 in den Kanal 40, die Je- 
wells EinlaBoffnungen 56, 59 zur Zufiihrung von Ausgangs- 
DNA, anderer zur PGR notwendiger Reagenzien sowie 
Spullosungen aufweisen. Am Knoten der Kanale 46, 49 und 
40 ist ein Ventil 50 zur DurchlaBregulierung angeordnet. 

Von der Reaktionskammer 6 geht ein austragender Kanal 
42 ab, der uber ein Ventil 60 mit einem in die Reingigungs- 
kammer 8 mundenden, eintragenden Kanal 70 verbunden 
ist. In der Reinigungskammer 8 werden die in der Reakti- 
onskammer 6 amplifizierten, noch in der Reaktionslosung 
suspendierten DNA-Molekiile von den iibrigen Molekiilen 
der Reaktionslosung getrennt. Hierzu miindet ein weiterer 
eintragender Kanal 71 in die Reinigungskammer 8, in wel- 
chen stromaufwarts zwei weitere, iiber ein Ventil 80 kontrol- 
lierte Kanale 76, 77 miinden, denen iiber EinlaBoffnungen 
Reinigungs-, Elutions- sowie ggf. Spiillosungen zufiihrbar 
sind. Ein austragender, ventilkontroUierter Kanal 72 fiihrt 
von der Reinigungskanmier 8 zu einer AuslaBoffnung 99 der 
Vorrichtung 1. 

Die Hohlraume der langlichen, paarweise parallele Innen- 
wande aufweisenden Reaktionskammer 6 sowie der im we- 
sentlichen in der Aufsicht rechteckformigen Reinigungs- 
kanmier 8 sind durch Aussparungen auf der Innenseite des 
oberen, ersten Wafers 2 und des unteren, zweiten Wafers 4 
(jeweils bezogen auf Fig. 3) gebildet. Die Hohlraume der 
eintragenden bzw. austragenden Kanale 40, 42, 70, 72 - so- 



wie der iibrigen Kanale - sind in der dargestellten Ausfiih- 
rungsform durch innenseitige Aussparungen in dem zweiten 
Wafer 4 gebildet (s. Fig. 3). 

Wie insbesondere aus der Fig, 3 hervorgeht, ist auf der 
5 AuBenseite der beiden Wafer 2, 4 im Bereich der Reaktions- 
kammer 6 jeweils eine Aussparung 10, 12 vorgesehen, wel- 
che zueinander spiegelsymmetrisch zu einer im wesentli- 
chen durch die Grenzflache beider Wafer 2, 4 verlaufenden 
Ebene ausgebildet sind. Die beiden auBeren Aussparungen 
10, 12 verjiingen sich sowohl langsseitig als auch stirnseitig 
zur Reaktionskammer 6 hin und erstrecken sich im Bereich 
der Reaktionskammer 6 iiber deren gesamte zur AuBenseite 
projizierte Flache. Die Waferdicke in diesem Bereich ist im 
Vergleich zu den benachbarten Waferabschnitten sehr ge- 
ring, um den WarmeabfluB zu diesen Abschnitten klein zu 
halten. Das Profit der Reaktionskammer 6 kann je nach ver- 
wendeter Atztechnik alternativ auch andere Formen aufwei- 
sen. 

Im oberen Bereich der Reaktionskammer 6 (bezogen Fig. 
3) ist ein Heizleiter 23 aus beispielsweise Aluminium in ei- 
ner elektrisch isolierenden Schicht 20 aus beispielsweise Si- 
liziumdioxid eingebettet. Der Heizleiter 23 verlauft maan- 
derformig von einer Stimseite der Reaktionskammer 6 zur 
anderen und ist an seinen beiden freien Enden jeweils iiber 
z. B. auf den Wafer aufgedampfte Verbindungsleitungen 25 
zu AnschluBkontakten 24 gefiihrt (Fig. 2). 

Eine Diise 36 im Bereich der Aussparung 10 des ersten 
Wafers 2 ist auf die Waferoberflache im Bereich der Reakti- 
onskammer 6 gerichtet und dient zur Konvektionskiihlung 
einer in der Reaktionskammer 6 befindlichen Probenlosung. 
In der Aussparung 10 sind hintereinander konstant beab- 
standete KiihLrippen 37 iiber die gesamte Lange der Reakti- 
onskammer 6 zur Unterstiitzung des Konvektionsprozesses 
angeordnet. 

Am linken Bildrand der Fig. 3 ist die EinlaBoffnung 56 
des in den Kanal 40 miindenden Kanals 46 dargestellt. Die 
EinlaBoffnung 56 - wie ggf. auch die iibrigen EinlaBoffnun- 
gen - ist beispielsweise als pyramidenformige Durchbre- 
chung im ersten Wafer 2 ausgebildet, deren zulaufendes 
Ende rechtwinklig auf den Kanal 46 trifft. Die AuBenseite 
der Durchbrechung ist mit einer Deckfolie 94 aus beispiels- 
weise Kunststoff abgedeckt, welche eine Offnung 96 zum 
AnschlieBen eines Versorgungsschlauches (nicht darge- 
stellt) aufweist. 

Das in Fig. 3 und in VergroBerung in den Fig. 4 und 5 dar- 
gestellte Ventil 60 regelt den FluB von der Reaktionskam- 
mer 6 uber die Kanale 42, 70 zur Reinigungskammer 8. Das 
Ventil 60 weist einen Druckraum 93 mit sich zur Grenzfla- 
che der beiden Wafer 2, 4 verjiingendem Querschnitt auf. 
Der Druckraum 93 wird auBenseitig von einer auf der Au- 
Benseite des ersten Wafers 2 aufliegenden Deckfolie 94 be- 
grenzt, welche beispielsweise auch die EinlaBoffnung 56 
(Fig. 3) und die iibrigen EinlaBoffnungen bedeckt. Die 
Deckfolie 94 weist eine Offnung 96 auf, an welcher bei- 
spielsweise eine Saug- und/oder Druckpumpe (nicht darge- 
stellt) anschlieBbar ist, um den Druck im Druckraum 93 zu 
erhohen bzw. zu emiedrigen. Der Deckfolie 94 gegeniiber 
ist ein Waferabschnitt angeordnet, welcher als diinne Mem- 
bran 95 ausgebildet ist und einen flexiblen Umfangsab- 
schnitt der Kanale 40, 72 darstellt. Bei Druckbeaufschla- 
gung des Druckraums 93 oder bei Umgebungsluftdruck legt 
sich die Membran an eine Erhebung 97 an, welche die Aus- 
sparungen fiir die beiden Kanale 42, 70 trennt. Bei Drucker- 
niedrigung oder Unterdruck im Druckraum 93 hebt sich die 
Membran 95 (Fig, 5) und gibt die Verbindung zwischen den 
Kanalen 42, 70 frei. 

Der erste Wafer 2 hat im Bereich der Reinigungskammer 
8 eine auBere Aussparung 14, deren Form im wesentlichen 
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der Aussparung 10 im Bereich der Reaktionskammer 6 
gleicht. Die Reinigungskammer 8 weist ebenfalls - analog 
zu den entsprechenden Elementen des Reaktionskammer 6 - 
einen in einer elektrischen Isolierschicht 26 eingebetteten 
Heizleiter 27 und entsprechende Verbindungsleitungen 29 5 
zu AnschluBkontakten 28 auf dem ersten Wafer 2 auf. 

Auf der AuBenseite des zweiten Wafers 4 ist im Bereich 
der Reinigungskammer 8 eine Elektromagnetspule 98 ange- 
ordnet, welche beispielsweise in einem oberflachenmontier- 
tem Bauteil (surface mounted device) integriert ist und an 10 
nicht dargestellten Zuleitungen angeschlossen ist. Bei 
StromfluB durch die Magnetspule 98 wird ein inhomogenes 
magnetisches Feld in der Reinigungskammer 8 erzeugt. 

Die in Fig, 2 dargestellte Ausfuhrungsform weist - in Er- 
weiterung der schematischen Darstellung der Fig. 1 - ein er- 15 
weitertes, zwischen den beiden Wafem 2, 4 angeordnetes 
Kanalsystem stromaufwarts der Reaktionskammer 6 auf. 
Zusatzlich zu der EinlaBoffnung 56 fiir die Ausgangs-DNA 
und der EinlaBoffnung 59 fiir eine Spiillosung, wie bei- 
spielsweise Wasser oder einem Glycin/HCl-Puffer, ist eine 20 
separate EinlaBoffnung 58 fiir die zur PGR notwenigen Rea- 
genzien vorgesehen. Vorzugsweise sind computergesteuerte 
Ventile 50-52 zur DurchlaBregulierung der einzelnen Lo- 
sungen in den zum Kanal 40 hinfuhrenden Kanalen 46-49 
angeordnet. Eine ansteuerbare Mischvorrichtung 45 in dem 25 
eintragenden Kanal 40 zwischen der Reaktionskammer 6 
und dem stromaufwarts nachstliegenden Ventil 50 dient zur 
option alen Durchmischung von Losungen, welche gleich- 
zeitig Oder nacheinander mittels der Kan ale 46-49 zugefuhrt 
werden. Zwischen der Mischvorrichtung 45 und der Reakti- 30 
onskammer 6 kann zusatzlich ein nicht dargestelltes Ventil 
vorgesehen sein, das gegebenenfalls nur durchmischte Lo- 
sungen zur Reaktionskammer 6 passieren laBt. 

In alinlicher Weise ist der Reinigungskammer 8 ein erwei- 
tertes Kanalsystem mit mehreren in der Ausfuhrungsform 35 
gemaB der Fig. 2 drei - separaten EinlaBoffnungen 84-86 
vorgeschaltet. Durch die EinlaBoffnung 84 ist beispiels- 
weise eine Suspension magnetischer Partikel iiber die Ka- 
nale 74, 77, 71 der Reinigungskammer 8 zufiihrbar. An den 
magnetischen Partikeln sind vorzugsweise Streptavidin- 40 
Gruppen angelagert, welche in der Reinigungskammer an 
Biotion- oder Avidin- Gruppen binden, die an den Primerse- 
quenzen der amplifizierten DNA-Molekiile angelagert sind. 
Wird die die Reaktionskammer 6 verlassende Losung, wel- 
che die amplifizierten DNA-Molekiile sowie die restlichen, 45 
die PGR unterstiitzenden Reagenzien sowie Puffer- und Ak- 
tivatormolekiile enthalt, bei gleichzeitig angeschaltetem 
Magnetfeld der Magnetspule 98 durch die Reinigungskam- 
mer 8 geleitet, werden die magnetischen Partikel mit den an 
diesen gebundenen DNA-Molekiilen in der Reinigungskam- 50 
mer 8 zuriickgehalten, wahrend die anderen, nichtmagneti- 
schen Molekiile ausgespiilt werden. Nachfolgend kann 
durch die EinlaBoffnung 86 des Kanals 76 und iiber den Ka- 
nal 71 eine Elutionslosung in die Reinigungskammer 8 ge- 
leitet werden, welche - bei nun vorzugsweise abgeschalte- 55 
tern Magnetfeld - eine vorgegebene Zeit in der Reinigungs- 
kammer 8 verbleibt und die magnetischen Partikel und die 
daran haftenden DNA-Molekiile voneinander lost. Vorzugs- 
weise wird das Magnetfeld lediglich zur Separation der 
DNA-Molekiile von den magnetischen Partikeln abgeschal- 60 
tet. Vor Ausleiten der DNA-Abschnitte wird das Magnetfeld 
wieder aktiviert, damit die magnetischen Partikel moglichst 
nicht mit den DNA-Abschnitten herausgepiilt werden. Eine 
dritte EinlaBoffnung 85 zur Zufiihrung einer Spiillosung, 
wie beispielsweise Wasser oder einem Glycin/HGl-Puffer, 65 
ist iiber die Kanale 75, 77, 71 ebenfalls mit der Reinigungs- 
kammer 8 verbunden. Der ZufluB durch die verschieden Ka- 
nale zur Reinigungskammer 8 wird von steuerbaren Venti- 
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len 80-82 geregelt. 

Das in den Fig. 6 und 7 dargestellte Ventil 80 - ebenso 
wie die Ventile 50, 51, 82 - unterscheidet sich von dem in 
den Fig, 4 und 5 gezeigten Ventil 60 im wesentlichen darin, 
daB zwei zulaufende Kanale 76, 77 in unmittelbarer Nahe 
des Ventils 80 in einen ablaufenden Kanal 71 miinden. Der 
Kanal 77, der in den Fig. 6 und 7 senkrecht zur Zeichen- 
ebene verlauft, ist permanent mit dem Kanal 71 verbunden 
und nicht mittels des Ventils 80 regelbar. Hingegen ist im 
Kanal 76 unmittelbar stromaufwarts der Miindung in den 
Kanal 71 eine Erhebung 97 angeordnet, welche in dem 
zweiten Wafer 4 ausgebildet ist und einen festen Umfangs- 
abschnitt des Kanals 76 bildet. In SchlieBstellung des Ven- 
tils 80 liegt - analog dem Ventil 60 der Fig. 4 und 5 - eine 
flexible Membran 95 auf der Erhebung 97, welche als diinne 
Schicht des zweiten Wafers 2 ausgebildet ist und einen flexi- 
blen Umfangsabschnitt des Kanals 76 und ebenfalls der Ka- 
nale 77, 71 bildet. In Offenstellung hebt sich die Membran 
95 von der Erhebung 97 ab und laBt durch den Kanal 76 zu- 
gefiihrte Elutionslosung in den Kanal 71 und auch in den 
Kanal 77 stromen. Zur Ventilbetatigung dient, ahnlich dem 
Ventil 60, ein mit Druck beaufschlagbarer Druckraum 93 
oberhalb der Membran 95 (bezogen auf die Fig. 6 und 7). 
Elutionslosung, die bei geschlossenen Ventilen 81, 82 in den 
Kanal 77 stromt, ist unschadlich, da - nach SchlieBen des 
Ventils 80 - iiber den EinlaB 85 zugegebene Spiillosung 
diese geringen Mengen mitfiihrt und iiber den Kanal 71 zur 
Reinigungskammer 8 und von dort aus weiterleitet. Auf 
diese Weise wird die Elutionslosung mittels der Spiillosung 
voUstandig aus der Vorrichtung 1 ausgetragen. Riickstande 
der Elutionslosung konnen sich nicht ablagem. Auf gleiche 
Weise wird z. B. mittels des Ventils 50 gewahrleistet, daB 
iiber den Kanal 46 zugefiihrte Ausgangs-DNA vollstandig 
in die Reaktionskammer 6 gelangt. 

Gegebenenfalls weisen die Ventile 50, 51, 80, 82 eine zu- 
satzliche Membran sowie einen zusatzlichen, separat beauf- 
schlagbaren Druckraum zur Regelung auch des anderen zu- 
laufenden Kanals auf (nicht dargestellt). 

In der in Fig, 2 dargestellten Ausfiihrungsform sind zwei 
die Reinigungskammer 8 verlassende Kanale 72, 73 vorge- 
sehen, die jeweils iiber ein Ventil 88, 89 kontroUierbar sind. 
Der eine austragende Kanal 73 miindet in einen Abfallaus- 
laB 87, durch welche eine durch die Reinigungskammer 8 
und ggf. durch die Reaktionskammer 6 geleitete Spiillosung 
abgefiihrt wird. Dem anderen, zur Austragung der amplifi- 
zierten DNA-Molekiile dienenden Kanal 72 ist eine piezo- 
elektrische Pumpe 90 zwischengeschaltet, welche die in der 
Elutionslosung gelosten DNA-Molekiile durch den AuslaB 
99 konzentriert beispielsweise auf eine diinne Schicht 100 
auftragt, welche bei einer anschlieBenden massenspektro- 
metrischen DNA-Bestimmung durch lonisierung mit ma- 
trixunterstiitzter Laserdesorption in einem Flugzeitmassen- 
spektrometer in bekannter Weise verwendbar ist. 

Patentanspriiche 

1 . Mikrosystemtechnische Vorrichtung (1) zur DNA- 
Amplifizierung mit Hiffe der Polymerase-Kettenreak- 

tion (PGR), mit 

einem ersten Wafer (2) und einem mit dem ersten Wa- 
fer (2) sandwichartig verbundenen zweiten Wafer (4), 
einer Reaktionskanmier (6) zwischen den Wafern (2, 
4), 

mindestens einem in die Reaktionskammer (6) miin- 
denden, eintragenden Kanal (40) 
und einem von der Reaktionskammer (6) abgehenden, 
austragenden Kanal (42), und 

einer Heizvorrichtung (23, 24, 25) zum Aufheizen und 
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einer Kiihlvorrichtung (36, 37) zum Abkiihlen der Re- 

aktionskammer (6), 

dadurch gekennzeichnet, daB der erste und/oder der 
zweite Wafer (2, 4) im Bereich der Reaktionskammer 
(6) eine Ausspamng (10, 12) auf seiner AuBenseite auf- 5 
weist. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB innenseitige Aussparungen in dem ersten 
und/oder zweiten Wafer (2, 4) den Hohkaum der Reak- 
tionskammer (6) bilden. 10 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, gekennzeich- 
net durch innenseitige Aussparungen in dem ersten 
und/oder zweiten Wafer (2, 4) zur Bildung von zur Re- 
aktionskammer (6) hinfuhrenden und ggf. von der Re- 
aktionskammer (6) fortfiihrenden Kanalen (40, 42, 15 
46-48). 

4. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB sich die auBen- 
seitigen Aussparung(en) (10, 12) im wesentlichen iiber 
die gesamte zur AuBenseite projizierten Flache der Re- 20 
aktionskammer (6) erstreckt. 

5. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Heizvorrich- 
tung (23, 24, 25) mindestens einen Heizleiter (23) um- 
faBt, welcher in der Reaktionskammer (6) angeordnet 25 
ist. 

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Heizleiter (23) in einer elektrisch iso- 
lierenden Schicht (20) in der Reaktionskammer (6) ein- 
gebettet ist. 30 

7. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Kuhlvor- 
richtung (36, 37) eine oder mehrere Diisen (36) im Be- 
reich der auBenseitigen Aussparung(en) (10, 12) zur 
Konvektionskuhlung der Waferoberflache umfaBt. 35 

8. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Kiihlvor- 
richtung (36, 37) Kuhlrippen (37) in der/den auBensei- 
tigen Aussparung(en) (10, 12) umfaBt. 

9. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 40 
spriiche, gekennzeichnet durch stromaufwarts der Re- 
aktionskammer (6) angeordnete Kanale (46-49) zur 
Zufiihrung von DNA-Losungen, Reaktionslosungen 
und/oder SpuUosungen. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekenn- 45 
zeichnet, daB eine Mischvorrichtung (45) in einem ein- 
tragenden Kanal (40) angeordnet ist, in welchen strom- 
aufwarts der Mischvorrichtung (45) mindestens zwei 
Kanale (46-49) munden. 

11. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 50 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB pneumatisch be- 
triebene Ventile (50, 51, 52) und/oder Pumpen zur 
DurchlaBregulierung der Kanale (40, 42, 46-49) in die 
Anordnung der Wafer (2, 4) integriert sind. 

12. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden An- 55 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die inneren 
Oberflachen der Reaktionskammer (6) sowie ggf. der 
Kanale (40, 42, 46-49) zur Vermeidung von Wechsel- 
wirkungen mit in den Losungen suspendierten Molekii- 
len inertisiert sind. 60 

13. Mikrosystemtechnische Vorrichtung, insbesondere 
nach einem der Anspriiche 1 bis 12, welche zwei sand- 
wichartig verbundene erste und zweite Wafer (2, 4) und 
eine Reaktionskammer (6) zur DNA-Amplifizierung 
mittels einer PCR-Reaktion zwischen den Wafem (2, 65 
4) umfaBt, gekennzeichnet durch eine Reinigungskam- 
mer (8) zwischen den beiden Wafem (2, 4) zur Aufrei- 
nigung der amplifizierten DNA-Molekiile, mindestens 
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einen in die Reinigungskammer (8) miindenden, eintra- 
genden Kanal (70), der mit einem austragenden Kanal 
(42) der Reaktionskammer (6) verbunden ist, und min- 
destens einen von der Reinigungskanmier (8) abgehen- 
den, austragenden Kanal (72, 73). 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB innenseitige Aussparungen in dem ersten 
und/oder zweiten Wafer (2, 4) den Hohlraum der Reini- 
gungskammer (8) bilden. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 13 oder 14, gekenn- 
zeichnet durch innenseitige Aussparungen in dem er- 
sten und/oder zweiten Wafer (2, 4) zur Bildung von zur 
Reinigungskanmier (8) hinfiihrenden bzw. von der Rei- 
nigungskammer (8) fortfiihrenden Kanalen (70-77). 

16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 15, 
gekennzeichnet durch einen stromaufwarts der Reini- 
gungskammer (8) angeordneten Kanal (74) zur Zufiih- 
rung einer Suspension magnetischer Partikel, welche 
angelagerte Streptavidin-Gruppen zur Bindung an Bio- 
tin- oder Avidin-Gruppen aufweisen, welche an Pri- 
mersequenzen eines amplifizierten DNA-Molekiils an- 
gelagert sind. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, gekennzeichnet 
durch mindestens einen Magneten (98) im Bereich der 
Reinigungskammer (8) zur Immobilisierung der an den 
magnetischen Partikeln haftenden DNA-Molekiile. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Oberflachen der Rei- 
nigungskammer (8) weitgehend dauerhaft mit Strepta- 
vidin-Gruppen belegt sind, an welche jeweils an Pri- 
mersequenzen eines amplifizierten DNA-Molekiils an- 
gelagerte Biotin- oder Avidin-Gruppen binden. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 18, 
gekennzeiclinet durch stromaufwarts der Reinigungs- 
kammer (8) angeordnete Kanale (71, 75-77) zur Zu- 
fiihrung von Elutionslosungen zur Trennung der DNA- 
Molekiile von den die Streptavidin-Gruppen aufwei- 
senden Partikeln bzw. Kammeroberflachen und/oder 
zur Zufiihrung von Spiillosungen zur Spiilung der Rei- 
nigungskammer (8). 

20. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 19, 
gekennzeichnet durch eine Heizvorrichtung (27, 28, 
29), insbesondere wie in den Anspriichen 5 und 6 be- 
schrieben, und/oder eine Kiihlvorrichtung, insbeson- 
dere wie in den Anspriichen 7 und 8 beschrieben, im 
Bereich der Reinigungskammer (8) sowie pneumatisch 
betriebene Ventile, insbesondere wie in Anspruch 12 
beschrieben, und/oder Pumpen zur DurchlaBregulie- 
rung der Kanale (70-77). 

21. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, daB der erste und/oder der 
zweite Wafer (2, 4) im Bereich der Reinigungskammer 
(8) eine Ausspamng (14) auf seiner AuBenseite auf- 
weist. 22. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 13 
bis 21, gekennzeichnet durch eine piezoelektrische 
Pumpe (90) in einem austragenden Kanal (72) der Rei- 
nigungskammer (8). 

23. Mikrosystemtechnische Vorrichtung (1), insbeson- 
dere nach einem der Anspriiche 1 bis 22, mit 
einem ersten Wafer (2) und einem mit dem ersten Wa- 
fer (2) sandwichartig verbundenen zweiten Wafer (4), 
und 

mit innenseitigen Aussparungen in dem ersten und/ 
oder zweiten Wafer (2, 4) zur Bildung von Kanalen 
(40, 42, 46-^9, 70^77) zwischen den beiden Wafern (2, 
4), gekennzeichnet durch mindestens ein Ventil (50; 
51; 80; 82) im Bereich des Zusammenlaufs eines ersten 
Kanals (46; 48; 76; 74) und eines zweiten Kanals (47; 
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49; 77; 75) zu einem dritten Kanal (40; 47; 71; 77), und 
durch eine als flexible Schicht des ersten oder zweiten 
Wafers (2, 4) ausgebildete Membran (95), die einen fle- 
xiblen Umfangsabschnitt der Wandung des ersten Ka- 
nals (46; 48; 76; 74) bildet, wobei sich der flexible Um- 5 
fangsabschnitt in SchlieBstellung des Ventils (50; 51; 
80; 82) gegen einen gegeniiberliegenden festen Um- 
fangsabschnitt der Wandung des ersten Kanals (46; 48; 
76; 74) anlegt und sich in Offenstellung des Ventils 
(50; 51; 80; 82) von dem festen Umfangsabschnitt (97) 10 
abhebt. 

24. Vorrichtung nach Anspruch 23, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der feste Umfangsabschnitt eine Erhe- 
bung (97) des ersten oder zweiten Wafers (2, 4) zwi- 
schen den Aussparungen fiir den ersten Kanal (46; 48; 15 
76; 74) einerseits und fur den zweiten (47; 49; 77; 75) 
und dritten Kanal (40; 47; 71; 77) andererseits auf- 
weist, an welcher die Membran (95) in SchlieBstellung 
des Ventils (50; 51; 80; 82) dichtend zur Anlage 
kommt. 20 

25. Vorrichtung nach Anspruch 23 oder 24, gekenn- 
zeichnet durch einen Druckraum (93) auf der kanalab- 
gewandten Seite der Membran (95), wobei sich die 
Membran (95) bei Beaufschlagung des Druckraums 

(93) mit einem Uberdruck an dem festen Umfangsab- 25 
schnitt anlegt und bei Anlegen eines Unterdrucks in 
dem Druckraum (93) von dem festen Umfangsab- 
schnitt abhebt. 

26. Vorrichtung nach Anspruch 25, gekennzeichnet 
durch eine den Druckraum (93) abdeckende Deckfolie 30 

(94) , welche eine Offnung (96) zum AnschluB einer 
Saug- und/oder Druckpumpe aufweist. 



Hierzu 5 Seite(n) Zeichnungen 
35 



65 



- Leerseite - 



ZEICHNUNGEN SEITE 1 Nummer: DE 197 55479 A1 

Int. CI. 6; C12IVI 1/40 

Offenlegungstag: 17. Juni 1999 




902 024/466 



ZEICHNUNGEN SEITE 2 Nummer: DE 197 55479 A1 

Int. CI. 6; C12IVI 1/40 

Offenlegungstag: 17. Juni 1999 




902 024/466 



ZEICHNUNGEN SEITE 3 Nummer: DE19755479A1 

Int. Cl.^: C12IVI 1/40 

Offenlegungstag: 17. Juni 1999 




902 024/466 



ZEICHNUNGEN SEITE 4 Nummer: DE 197 55479 A1 

Int. CI. 6; C12IVI 1/40 

Offenlegungstag: 17. Juni 1999 




902 024/466 



ZEICHNUNGEN SEITE 5 



Nummer: 

Int. Cl.^: 

Offenlegungstag: 



DEI 97 55479A1 
C12M 1/40 

17. Juni 1999 




902 024/466 



